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RESUMO 
O levantamento de recursos em espécies marinhas em Portugal ainda é incipiente,
considerando que este domínio de investigação tem sido amplamente desenvolvido 
noutros pontos do globo, pescas, química, bioquímica e farmacologia de organismos 
marinhos, de modo a obter informações sobre a química de produtos naturais e ecologia 
química de organismos marinhos derivadas destes organismos. São de realçar a 
importância das defesas químicas para as relações ecológicas de predação, competição 
por espaço e bioinvasão e suas implicações na distribuição dos organismos e 
estruturação de comunidades bênticas marinhas. Os trabalhos de investigação desta tese 
foram realizados em parte na Reserva Natural das Ilhas Berlengas e também ao longo 
de toda a costa Portuguesa. A investigação desenvolvida nas Ilhas Berlengas teve como 
objectivos principais efectuar estudos ecológicos preliminares de colonização em 
substratos artificiais e, por outro lado, o de efectuar uma caracterização preliminar dos 
cnidários. Os estudos efectuados ao longo da costa Portuguesa procuraram, por um 
lado, contribuir para a obtenção de informações sobre a química de produtos naturais e 
ecologia química de organismos marinhos, temas importantes e ainda pouco explorados 
no estudo de ecologia marinha, através do isolamento, elucidação estrutural e avaliação 
da actividade ecológica das substâncias obtidas de invertebrados marinhos. Por outro 
lado, pretenderam desenvolver e validar a metodologia necessária à utilização de 
Anemonia sulcata como organismo indicador em estudos de biomonitorização e ensaios 
laboratoriais. Nos estudos ecológicos preliminares de colonização em substractos 
artificiais os resultados mostraram que houve a colonização dos dois tipos de substratos 
mole e duro, artificial e natural, havendo diferenças quantitativas na biomassa de 
colonização. Porém, não foram encontrados abundâncias assinaláveis nem em termos 
de densidade e nem em termos de diversidade. O que pode ser explicado pela 
sensibilidade destes animais às alterações climáticas, quanto ao sua colonização, 
crescimento e dispersão. Podendo ter havido também influência da sazonalidade no 
povoamento dos substratos, já que os anos de 2006 e 2007 foram caracteristicamente 
atípicos, quanto às condições climáticas de temperatura atmosféricas, temperatura da 
água e níveis de precipitação, tendo sido encontrada variação destes valores entre dados 
de 1961-90 e 2007. A caracterização dos cnidários das Ilhas Berlengas revelou que as 
espécies de cnidários encontrados nas Ilhas Berlengas, correspondem à maioria das 
encontradas em toda a costa. Sendo estas espécies de origem Nórdica, Ilhas Britânicas, 
Mediterrânicas, costa Noroeste da África e ocorrem também nos Açores e Canárias. 
Foram encontradas as seguintes espécies do Phyllum Cnidaria: Eunicella verrucosa
(Pallas, 1766), Actinothoe sphyrodeta (Gosse, 1858), Corynactis viridis (Allman, 
1846), Alcyonium glomeratum (Hassal, 1843), Parazoanthus axinellae (Schmidt, 
1862), Leptosammia pruvoti (Lacaze-Duthiers, 1897), Cerianthus membranaceus
(Spallanzani, 1784), Paramuricea clavata (Risso, 1826), Anemonia viridis (Forskal .     
, 1775), Aiptasia mutabilis (Gravenhorst, 1831), Actinia equina (Linnaeus, 1758). Na 
caracterização química de Anemonia sulcata da costa noroeste português, a 
cromatografia de camada fina, revelou que o extrato de Anemonia sulcata é complexo, 
ou seja, possui vários compostos. Foram identificadas manchas com diferentes pesos 
moleculares, como substâncias de pigmentação, clorofila, carotenóides, esteróides. O 
trabalho realizado constituiu apenas uma abordagem preliminar que envolveu, apesar 
disso, toda a costa Portuguesa, tendo-se centrado a atenção apenas na análise da 
composição química elementar de Anemonia sulcata. Face aos interessantes resultados 
obtidos será aconselhável a realização de trabalhos futuros com um grau de abordagem 
mais específico.  
 Na caracterização enzimática de Anemonia sulcata da costa noroeste português 
verificou-se que foi observada actividade significativa da  CHe tanto no tentaculo como 
no pedúnculo, mas não foram observadas diferenças significativas entre tentaculo e 
pedúnculo.A actividade  das colinesterases de Anemonia sulcata foi significativamente 
diferente nos três locais de amostragem. Foi também observada actividade significativa 
de GST no tentaculo e no pedúnculo, mas não foram observadas diferenças 
significativas entre tentaculo e pedúnculo. A actividade da GST  de Anemonia sulcata 
da praia de Sagres, situada no sul da costa Português foi significativamente diferente 
  3 
dos outros dois locais de amostragem (Praia de Aguda e Viana do Castelo), situados no 
centro e norte da costa Portuguesa, respectivamente.Os resultados revelaram que 
Anemonia sulcata é uma espécie sensível e adequado para funcionar como um 
biondicator e válida para as futuros estudos ecotoxicológicos laboratoriais. 
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ABSTRACT 
 
The survey of resources in marine species in Portugal is still incipient, considering that 
this domain of inquiry has been widely developed in other places of the globe, fisheries, 
chemistry, biochemist and pharmacology of marine organisms, in order to get 
information on the chemistry of natural products and chemical ecology of marine 
organisms derived from these organisms. They are to enhance the importance of the 
chemical defenses for the ecological relations of predation, competition for space and 
bioinvasion and its implications in the distribution of the organisms and structuring the 
benthic communities. The work developed in this thesis had been carried out in the 
Natural Reserve of the Berlengas Islands and also throughout the Portuguese coast. In 
the Berlengas Islands the main objectives are to effect preliminary ecological studies of 
settling in artificial substrata and, on the other hand, to effect a preliminary 
characterization of the Cnidaria. The studies carried out in the Portuguese coast had 
looked to contribute for the attainment of information on the chemistry of natural 
products and chemical ecology of marine organisms, important subjects and still little 
explored in the study of marine ecology, through the isolation, structural briefing and 
evaluation of the ecological activity of  substances obtained from marine invertebrates. 
On the other hand, they had intended to develop and to validate the necessary 
methodology to the use of Anemonia sulcata as indicating organism in 
biomonitorization studies and laboratorial assays. In the preliminary ecological studies 
of settling in artificial substrata the results had shown that it had the settling of the two 
types of substrata, soft and hard, artificial and natural, showing quantitative differences 
in the settling biomass. However, quantitative results had not been found designated 
nor in terms of density and nor in terms of diversity. The result may be analyzed in 
terms of the sensibility of these animals to the climatic alterations, influencing its 
settling, growth and dispersion. The characterization of the Cnidaria of the Berlengas 
Islands disclosed that the species found correspond to the majority of the Portuguese 
coast The identified species were also described on British Scandinavian, Islands, 
Mediterrânicas, coast the Northwest of Africa and they also occur in the Açores and the 
Canaries. The following species of the Phyllum Cnidaria had been found: Eunicella 
verrucosa (Pallas, 1766), Actinothoe sphyrodeta (Gosse, 1858), Corynactis viridis
(Allman, 1846), Alcyonium glomeratum (Hassal, 1843), Parazoanthus axinellae
(Schmidt, 1862), Leptosammia pruvoti (Lacaze-Duthiers, 1897), Cerianthus 
membranaceus (Spallanzani, 1784), Paramuricea clavata (Risso, 1826), Anemonia 
viridis (Forskal, 1775), Aiptasia mutabilis (Gravenhorst, 1831), Actinia equina
(Linnaeus, 1758). In the chemical. characterization of Anemonia sulcata of the 
northwest Portuguese coast, the chromatography of fine layer, it disclosed that the 
extract of Anemonia sulcata is complex, or either, possess some composites. Spots with 
different molecular weights had been identified, as substances of pigmentation, 
chlorophyll, carotenoids and esteroids The work carried out constituted only one 
preliminary boarding that involved, despite this, the Portuguese coast, having itself 
centered the attention only in the analysis of the elementary chemical composition of 
Anemonia sulcata. Due to the interesting results obtained will be advisable the 
accomplishment of future works with a more specific approach. In the enzymatic 
characterization of Anemonia sulcata of the northwest Portuguese coast  it was verified 
CHe significant activity in tentacle and peduncle, but had not been observed significant 
differences between them. The activity of cholinesterase’s of Anemonia sulcata was 
significantly different in the three sampling places. Also significant GST activity of 
GST was observed in tentacle and peduncle, but had not been observed significant 
differences between them. The GST activity of Anemonia sulcata of the beach of 
Sagres, situated in the south of the Portuguese coast was significantly different of the 
others two places of sampling (Viana do Castelo and Praia da Aguda), situated in the 
center and north of the Portuguese coast, respectively. The results are indicative that  
Anemonia sulcata is a sensible species and adjusted to function as a valid bioindicator 
and for future laboratorial ecotoxicological studies. 
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INTRODUÇÃO GERAL E OBJECTIVOS 
 
Devido à sua enorme biodiversidade o ambiente marinho tem papel importante a 
desempenhar para o desenvolvimento de novas áreas de investigação acerca dos recursos 
marinhos, e abordagens inovadoras de aproveitamento dos recursos biológicos nas 200 
milhas da Zona Económica Exclusiva de nossa costa marítima inserem-se de forma 
marcante neste contexto mais amplo. O levantamento de recursos em espécies marinhas em 
Portugal ainda é incipiente, considerando que este domínio de investigação tem sido 
amplamente desenvolvido noutros pontos do globo, pescas, química, bioquímica e 
farmacologia de organismos marinhos, de modo a obter informações sobre a química de 
produtos naturais e ecologia química de organismos marinhos derivadas destes organismos, 
nomeadamente a importância das defesas químicas para as relações ecológicas de predação, 
competição por espaço e bioinvasão e suas implicações na distribuição dos organismos e 
estruturação de comunidades bênticas marinhas.  
Nos últimos vinte anos, muitos estudos têm sido realizados com o intuito de 
desvendar a origem de metabolitos em corais, algas, esponjas, ascídeas, briozoários e 
moluscos (Coll, 1992) (Rama Rao et al., 2000). Muitos metabolitos secundários possuem 
propriedades bioactivas na farmacologia (citotóxica) (Duh et al., 1999, 2000) (Duh et al., 
1999) ou na ecologia (ictiotóxica ou alelopática) (Sammarco et al.,1985; Sammarco & Coll, 
1992; Coll, 1992). (Handayani et al., 1997). Certos organismos têm evidenciado um 
elevado conteúdo em metabolitos secundários que expressam as mais diversas funções 
ecológicas, actuando como defesa antipredação (e.g. Gerhart, 1986; Bakus & Thun, 1979; 
Coll et al., 1982a; Sammarco & Coll, 1988), agente alelopático (e.g. Wahle, 1980; 
Sammarco et al., 1987; La Barre et al., 1986a; Dai, 1990; Alino et al., 1992b; Coll, 1992; 
Fleury, 1999; Fleury et al., 2000), antiincrustação (Ciereszko et al., 1973; Bakus et al., 
1986; Rittschof, 2001, para revisão) e de atracção sexual (e.g. Bowden et al., 1985; Coll et 
al., 1986, 1989, 1990; Wallace et al., 1986; Alino & Coll, 1989; Coll, 1992) (Pawlik, 
1993). A química de produtos naturais marinhos constitui um ramo da química de produtos 
naturais que atingiu excelência a partir dos anos 80. 
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Por outro lado, os bioindicadores, organismos que, quer pela sua presença, ausência 
ou comportamento, nos dão informações sobre as condições ambientais do seu habitat, têm 
vindo a ser consistentemente utilizados para extrapolar efeitos dos contaminantes no meio 
ambiente (Van Gestel & Van Brummelen, 1996). Os cnidários ocupam vastas áreas de 
preservação ecológica da costa Portuguesa pelo que conhecer sua ecologia e os padrões que 
regulam suas populações são importantes informações geradas para a gestão das espécies. 
Este entendimento serve de base para que estudos de crescimento, colonização e 
povoamento que forneçam ferramentas para e gestão ambiental no ecossistemas marinhos e 
sejam direccionados no sentido de alcançar um equilíbrio sustentável do ambiente. Os 
cnidários são animais que estão na base trófica dos ecossistemas na maioria, filtradores e 
alguns predadores que necessitaram de adaptações para alimentação e defesa, sendo 
produtores de substâncias urticantes e apresentam muitas vezes cores vibrantes ou investem 
em camuflagens, sendo também simbióticos muito elaborados. Estes aspectos fazem 
salientar a importância de compreender o funcionamento e os mecanismos de sobrevivência 
e colonização destes organismos. A anémona-do-mar Anemonia sulcata, apresenta uma 
extensa distribuição ao longo da costa Portuguesa e desempenha um importante papel 
ecológico na cadeia trófica marinha o que realça a importância da sua utilização para 
estudos ecológicos e ecotoxicológicos como bioindicador ou biomonitor tanto em estudos 
de campo como de laboratório. 
Recentemente, têm vindo a ser utilizados, quer em estudos laboratoriais quer em 
estudos de campo, parâmetros sub-individuais como critérios indicativos de toxicidade, 
vulgarmente conhecidos como biomarcadores (Stegeman et al., 1992). Os biomarcadores 
têm sido utilizados em estudos de monitorização ambiental com o intuito de diagnosticar a 
exposição de populações naturais a contaminantes, tendo em consideração variações 
temporais, comparar locais com diferentes tipos de contaminação e, em alguns casos, 
estudar efeitos induzidos pela exposição a xenobióticos (Van der Oost & Vermeulen, 
2003). O uso simultâneo de diferentes biomarcadores dá um importante contributo para a 
avaliação dos efeitos que estão a ser induzidos em organismos expostos, bem como para a 
identificação do tipo de contaminantes presentes no meio (Mayer et al., 1992; Peakall, 
1992).  
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Os trabalhos de investigação desta tese foram realizados em parte na Reserva 
Natural das Ilhas Berlengas e também ao longo de toda a costa Portuguesa. Os estudos 
científicos descritos para o ambiente marinho na Reserva Natural das Berlengas não têm 
sido muitos (Henriques, 1993; Rodrigues, 1993; Almeida, 1996; Azeiteiro et al., 1997; 
Bengala et al, 1997a; b; c; Metelo, 1999; Neto , 1999; Neto et al, 1999). A investigação 
desenvolvida nas Ilhas Berlengas teve como objectivos principais efectuar estudos 
ecológicos preliminares de colonização em substratos artificiais e, por outro lado, o de 
efectuar uma caracterização preliminar dos cnidários. Os estudos efectuados ao longo da 
costa Portuguesa procuraram, por um lado, contribuir para a obtenção de informações sobre 
a química de produtos naturais e ecologia química de organismos marinhos, temas 
importantes e ainda pouco explorados no estudo de ecologia marinha, através do 
isolamento, elucidação estrutural e avaliação da actividade ecológica das substâncias 
obtidas de invertebrados marinhos. Por outro lado, pretenderam desenvolver e validar a 
metodologia necessária à utilização de Anemonia sulcata como organismo indicador em 
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Estudos ecológicos são utilizados para estabelecer bases científicas, através de 
ferramentas diversas, para tentar compreender o funcionamento do ambiente ou de 
organismos. O presente trabalho realizou um estudo ecológico preliminar de 
colonização em substratos artificiais nas Ilhas Berlengas reconhecidas como local de 
grande relevância ecológica. Este trabalho procurou efectuar uma selecção de locais que 
possuíssem elevada biodiversidade e que permitisse a selecção de grupos taxonómicos a 
utilizar para estudos de colonização de substratos artificiais. A análise dos factores 
ambientais, tais como corrente, temperatura da água, luminosidade, precipitação, 
nutrientes e outros elementos presentes na água associados a factores de interferência 
naturais e de fauna associada foram também considerados. Estudos de sucessão 
fornecem informações sobre a dinâmica das comunidades (Foster, 1975), pois os 
padrões de recolonização serão consequência das adaptações fisiológicas das espécies, 
seus históricos de vida, padrões demográficos e interações inter e intra específicas 
(Dayton et al., 1984; Sousa, 1980, 1984a; Steneck, 1986; Kendrick & Walker, 1994; 
Tanner et al., 1994 Além disso, diversos estudos revelaram que diferentes atributos dos 
regimes de perturbações, como: tamanho, frequência, intensidade, localização, 
temporalidade ou sazonalidade, também têm grande influência na dinâmica da sucessão 
observada na comunidade (Foster, 1975; Emerson & Zedler, 1978; Sousa, 1979a, 
1979b, 1980, 1984b, 1985; Turner, 1983; Farrell, 1989, Dye, 1993; Benedetti-Cecchi & 
Cinelli, 1993, 1994, 1996; Kim & DeWreed, 1996). 
A escolha dos substratos para a realização deste estudo foi baseada em primeiro 
lugar, nos recursos e logística a que o projecto dispunha. Logo, os materiais utilizados 
visaram a construção de um protótipo feito com materiais simples de encontrar no 
mercado e de baixo custo e que não necessitasse de uma logística muito sofisticada, 
com relativa facilidade de manuseio em ambiente marinho e a exploração de outro tipo 
de materiais. Na região costeira as grandes mudanças ambientais são causadas devido à 
concentração das populações e desenvolvimento de actividades nos ecossistemas 
associados (CRAICK et al 1990). O ambiente do substrato rochoso associado à zona 
costeira, constitui um ecossistema de fundamental importância para cadeia alimentar 
marinha. Os cnidários ocupam vastas áreas nestes ecossistemas pelo que para a 
preservação ecológica da costa Portuguesa importa conhecer a sua ecologia e os padrões 
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que regulam suas populações, informações fundamentais para a gestão de todo o 
ecossistema costeiro. Este entendimento serve de base para que estudos de crescimento, 
colonização e povoamento que permitam alcançar um equilíbrio sustentável do 
ambiente. Estes estudos poderão contribuir com informações científicas importantes 
para a criação e viabilização futuras de construção de recifes artificiais, a fim de 
preservar espécies importantes para o funcionamento dos ecossistemas marinhos. A 
investigação desenvolvida neste trabalho teve como objectivo contribuir para a 
compreensão do papel dos organismos bentónicos no processo de colonização, predação 
e bioinvasão no ambiente marinho e compreender as suas implicações na distribuição 
dos organismos e sua estruturação no substrato rochoso costeiro. As hipóteses testadas 
no seguinte trabalho, foram: o tipo de material utilizado nos substratos influencia a sua 
colonização? A consistência do substrato (mole ou duro) influencia a colonização do 
mesmo? Haverá diferenças de colonização em cada tipo de substrato Artificial (com 
tinta) e Natural (sem tinta)? Haverá uma evolução na colonização sazonal dos 
substratos. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS  
 
Estudo da Área 
O arquipélago das Berlengas (Fig.1) é constituído por 3 grupos de ilhas: A 
Berlenga grande, Estelas e Farilhões-Forcadas. Este arquipélago encontra-se a 5,7 
milhas de distância do Cabo Carvoeiro e a 8,03 milhas de distância de Peniche. A 
Berlenga grande ou simplesmente Berlenga mede 1500 metros de comprimento e 800 
metros de largura com um perímetro aproximadamente 4 quilómetros, sendo o único 
ilhéu habitado. A parte mais considerável da ilha, situada a oeste, chama-se 
simplesmente "Berlenga" e compreende dois terços da superfície total da ilha, mais a 
leste e separada daquela por um estrangulamento resultante da erosão marítima sobre 
uma importante falha geofísica encontramos a Berlenga pequena. (ou "ilha velha"). A 
Berlenga Grande é acompanhada no arquipélago: pelas Estelas, 18 pequenos rochedos; 
pela Berlenga Pequena ou da Velha; pelas Forcadas, constituídas por recifes; As 
Berlengas beneficiam de dois tipos de influências climáticas: A Atlântica, nas áreas 
mais expostas a norte; a Mediterrânea, nas expostas a sul. Esta última caracteriza-se por 
dois períodos, um de aridez entre o fim da Primavera e o início do Outono e outro de 
intensas chuvas, no Inverno. O arquipélago também é condicionado pela influência dos 
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ventos, muito fortes nos alcantilados a norte e mais brandos do lado sul, ventos estes 
que afectam a distribuição de fauna e flora na ilha. Esta particularidade climática 
proporciona ao Arquipélago a existência de um ecossistema único, tanto a nível terrestre 
como marinho.  
 
Trabalho de Campo 
 
A área de amostragem escolhida para este estudo foi a Cova do Sonho 
(39º24`36.47``N, 9º30`48.42``O) (Fig. 2 e Fig. 3), situada na parte sul das Ilhas 
Berlengas, de onde foram colectadas as amostras para identificação e também colocados 
os substratos naturais e artificiais. Foi realizada uma saída 0, para fazer o 
reconhecimento do local e a escolha do ponto de amostragem e realização dos ensaios 
de campo. Foram utilizadas 36 amostras sendo 18 tijolos e 18 esponjas, dentro das 
quais, 9 foram pintados com tinta e 9 sem tinta (substratos artificiais e naturais). Os 
substratos foram confeccionados utilizando esponja industrializada e tijolos, simulando 
substrato mole e duro respectivamente, os quais foram presos por uma cordas de 15 
metros de comprimento de espessura de 0,5 mm. A amostragem foi do tipo não 
intrusiva, sendo os substratos fotografados de Junho a Dezembro de 2007 para 
acompanhar a evolução na colonização dos diferentes substratos e então quantificados 
através da área de ocupação.  
Foram medidos os parâmetros físico-químicos da água em campo: temperatura, 
salinidade, pH e recolhidas amostras de água para análise em laboratório de nutrientes, 
entre os meses de Junho a Novembro (Tab.1). 
 
Trabalho de Laboratório 
 
Foram efectuadas análises de nitritos, nitratos e fosfatos presentes na água 
através dos métodos NITRITO LR (Método 8507,reagente nitriver 3), NITRATO HR 
(Método 8039, reagente nitraver 5) e PHOSPHORUS REACTIVE (Método 8048, 
reagente phosver 3). Foram efectuadas recolhas bibliográficas de parâmetros 
meteorológicos e oceanográficos: temperatura atmosférica, temperatura da água, 






Tratamento dos dados 
O tratamento dos dados foi feito através da contagem percentual de colonização 
dos substratos, com o apoio de um quadrado virtual o qual estabelecia a faixa 





A análise qualitativa e quantitativa dos substratos foram efectuadas a partir da 
análise de fotografias tiradas mensalmente, de modo a acompanhar a evolução da 
colonização. A contagem foi efectuada individualmente em cada uma das amostras, 
através de percentagens de colonização (Tab. 2). Verificou-se que as algas vermelhas 
(Asparagopsis armata) apareceram em primeiro lugar na sucessão ecológica, 
colonizando os substratos, dominante em termos de percentagem de ocupação, 
sobretudo no substrato mole. Em seguida, apareceram nos substratos, sobretudo no 
duro, tubícolas (Fig. 4). De um modo geral, nos curtos seis meses de amostragem, 
houve colonização dos dois tipos de substratos mole e duro, artificial e natural, havendo 
diferenças quantitativas na biomassa de colonização. Porém, não foram encontrados 
abundâncias assinaláveis nem em termos de densidade e nem em termos de diversidade.  
De modo a complementar a análise da colonização dos substratos foram aferidas 
condições meteorológicas climáticas da região da amostragem, durante o ano de 2006 e 
2007, para serem avaliadas as condições e alterações de agentes forçadores tais como 
correntes, temperatura do ar, temperatura da água e precipitação (Instituto de 
Metereologia (IP) de Portugal) os quais foram comparados com dados de anos 
anteriores (1961-90). Esta análise serviu para avaliar possíveis alterações, observando –
se nos últimos dois anos alterações climáticas relevantes na costa Portuguesa (Figuras 5 












O deficit de colonização dos substratos pode ser devido à factores sazonais de 
dispersão associados ao vento que, em especial durante o verão, sopra moderado de N 
ou NNW (regime de nortada) na faixa costeira de Portugal continental. Este facto é 
devido à acção conjunta do anticiclone dos Açores, da depressão de origem térmica 
(formada na península Ibérica) e da brisa marítima, causando um aumento do gradiente 
horizontal de pressão sobre esta região. Provocando um aumento da velocidade do 
vento, o que pode explicar a não fixação dos substratos, visto que a área de amostragem 
encontrava-se numa linha de congruência de correntes opostas e exposta. 
Em ambientes marinhos bênticos, principalmente de substrato duro esses 
espaços são de extrema importância para organismos sésseis que requerem espaços 
vazios para sua fixação (Kim & DeWreede, 1996). Connell & Slatyer (1977) propõem 
que mecanismos de competição por recursos entre plantas ou animais sésseis são 
determinantes para o curso da sucessão. No caso de algas, as taxas de recrutamento e 
sobrevivência das espécies podem estar diretamente relacionadas a taxa de herbivoria 
(Underwood & Jerkanoff, 1981). A herbivoria pode controlar direta ou indiretamente o 
processo de recolonização do substrato, além de determinar a diversidade e a 
abundância da flora nas comunidades de costões rochosos (Steneck, 1982; Lubchenco, 
1983; Duggins & Dethier, 1985; Menge et al., 1985; Menge, 1991; Dye, 1993; 
McCook, 1996). Os padrões de distribuição das algas resultam de uma interação entre 
taxa de produção, taxa de herbivoria e taxa de competição (Lubchenco & Gaines, 1981). 
Algas pardas, de maneira geral, monopolizam o sublitoral raso de costões rochosos em 
regiões temperadas e frias (Bold & Wynne, 1978; Hawkins & Harkin, 1985; Luning, 
1990) e em regiões tropicais (Paula, 1978; Eston et al., 1986; Luning, 1990), podendo 
ser responsáveis por uma produtividade tão alta quanto, ou maior, que alguns dos mais 
produtivos sistemas terrestres (Mann, 1973, 1977). Ainda, a densa cobertura de suas 
plantas pode produzir uma barreira contra a fixação das células reprodutivas de outras 
macroalgas e de macroinvertebrados ou pode inibir seus crescimentos, pelo efeito de 
sombreamento e diminuição da temperatura (Ang, Jr., 1985b; Critchley et al., 1990). 
.(Fonseca, 1998). 
As diferenças mensais verificadas poderão estar associadas ao padrão 
climatérico verificado nos últimos anos na costa Portuguesa. As condições 
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meteorológicas em Portugal continental são condicionadas essencialmente pelos 
factores permanentes, designadamente a latitude (região de transição entre a zona dos 
anticiclones subtropicais e a zona de depressões subpolares do hemisfério norte), a 
orografia, a influência do oceano atlântico e a continentalidade. Junto à costa, a estes 
factores acresce a influência das orientações dominantes da linha de costa. A frente 
polar (que corresponde à zona de separações entre as massas de ar polar continental e as 
massas de ar tropical marítimo, à superfície) tem uma migração periódica anual para 
norte no verão e para sul durante o Inverno, atingindo nesta época Portugal continental e 
consequentemente, o território fica sob a influência das depressões frontais. No Inverno, 
predominam massas de ar marítimo e ventos de N ou NW associados. Por vezes, 
surgem situações com predomínio de vento de NE ou E, ar frio e seco, associados à 
circulação de um anticiclone continental (Anticiclone de bloqueio). O verão é 
caracterizado por uma situação meteorológica bastante estável, em que a região fica sob 
a influência conjunta da crista NE do anticiclone do Açores e da depressão térmica que 
se forma sobre a península Ibérica. O enquadramento geofísico associado ao regime de 
vento na costa origina fenómenos de afloramento costeiro (“upwelling”), caracterizado 
pela subida de águas frias junto à costa, que condicionam o clima na região. Os ventos 
predominantes na faixa costeira ocidental (da foz do Rio Minho ao cabo de São 
Vicente) sopram, em geral, de N e NW. No litoral sul (do cabo de Sagres à foz do Rio 
Guadiana) predominam ventos de SW. Segundo os dados do Instituto Metereológico de 
Portugal (IP), os valores mais elevados da temperatura da água do mar à superfície 
ocorreu nos meses de Setembro e Outubro na costa ocidental e nos meses de Julho a 
Setembro na costa sul. Os valores mais baixos ocorreram de Dezembro a Março em 
toda costa. Segundo dados do IP, durante os anos de 1961 a 1990, os valores da 
temperatura média da água do mar em Peniche, aumenta de Janeiro a Abril e começa a 
diminuir no final de Julho. Nas regiões costeiras, a precipitação ocorre sob a forma de 
chuva, chuvisco, aguaceiros, granizo e muito raramente de neve. Fora as variações 
locais devidas ao efeito orográfico, a frequência e a quantidade média anual de 
precipitação na costa decresce de N para S (Figs. 7a e 7 b). 
 O ano de 2006 foi considerado como o 5º mais quente em Portugal desde 1931, 
sendo o Verão de 2006 o 5º mais quente, o Outono o 3º mais quente e o Inverno 
classificou-se como muito seco. A primavera também se caracterizou como muito seca, 
apesar de o mês de Março ter sido muito chuvoso, como consequência, a situação de 
seca, iniciada no final de 2004 e que acabou em 31 de Março de 2006. Portanto, a partir 
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de 2006, a costa Portuguesa vêm sofrendo alterações climáticas relevantes através de 
sucessivos fenómenos climáticos relevantes tais como, neve em Janeiro na região sul 
(litoral com baixa altitude); mais dias com temperaturas inferiores a 0 ºC entre Janeiro e 
Fevereiro; ocorrência de ondas de calor de Maio a Setembro; forte onda de calor tanto 
espacial quanto temporal, com 11 dias consecutivos em Julho em sequência de noites 
quentes (≥20ºC) e em Setembro, foram registadas máximas das temperaturas do ar. Em 
relação a precipitação, a registar que em Outubro houve a ocorrência de níveis máximos 
diários de chuva e em Novembro o valor diário ultrapassou o mensal na ocorrência de 
chuvas. Sendo encerrado o ano de 2006 em Dezembro com valores normais de 
temperatura, porém com alta amplitude entre a máxima e a mínima diária e em relação à 
precipitação, foi um mês considerado seco.  
O período de amostragem foi caracterizado como extremamente seco e com 
valores médios de temperatura do ar inferiores aos índices normais (12,2ºC para o Cabo 
Carvoeiro). O clima foi condicionado pela influência de anticiclones vindos da costa 
Britânica, com ocorrência de frentes frias e geadas, nebulosidade em algumas regiões e 
um aumentou na nebulosidade com ocorrência de granizo, nevoeiro e neve em algumas 
regiões. Nos dias quentes, foram observados fortes ondas de calor com dias quentes e 
noites frias. Em Julho, foi registrado um aumento de 0,5 ºC no Cabo Carvoeiro, níveis 
elevados de precipitação, tendo sido considerado o mais chuvoso dos últimos 20 anos. 
Em Outubro, cerca de 2/3 do território encontra-se em situação de seca meteorológica 
fraca. Para além do escasso período de amostragem e das condições biológica naturais 
alguns destes aspectos podem ajudar a explicar o declínio na colonização dos substratos 
amostrados nas Berlengas em termos de abundância.  
 
CONCLUSÃO 
Houve a colonização dos dois tipos de substratos mole e duro, artificial e natural, 
havendo diferenças quantitativas na biomassa de colonização. Porém, não foram 
encontrados abundâncias assinaláveis nem em termos de densidade e nem em termos de 
diversidade. O que pode ser explicado pela sensibilidade destes animais às alterações 
climáticas, quanto ao sua colonização, crescimento e dispersão. Podendo ter havido 
também influência da sazonalidade no povoamento dos substratos, já que os anos de 
2006 e 2007 foram caracteristicamente atípicos, quanto às condições climáticas de 
temperatura atmosféricas, temperatura da água e níveis de precipitação, tendo sido 







Figura 1: Distância das Ilhas Berlengas à Peniche (8,03 milhas). Localização com 




Figura 2. Localização da área de amostragem Cova do sonho lat 39º24`36.47``N, Lon 




































Tabela 1. Parâmetros físico-químicos da água, de Junho a Dezembro na área de 
















































18,0 19,0 17,0 18,0 
Salinidade 33,25 
 
35,2 34,9 35,1 35,5 
pH 
 




0.007 0.006 0,06 0,012 0,022 
Nitratos mg/l 
N NO3/H 
1,1 1,6 0,6 4,8 1,6 
Fosfatos mg/l 
PO43/PV 









Tabela 2. Colonização dos substratos mole, duro, natural e artificial de Junho a 
Dezembro, na Cova do Sonho, Ilhas Berlengas, Portugal. 
 






























36 Início      
Saída II- 
Julho 
28 11 11 0 6 5 39,28% 
Saída III- 
Agosto 
36 28 13 15 6 22 77,77% 
Saída IV- 
Setembro 
22 15 8 7 4 11 68,18% 
Saída V- 
Outubro 
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Figura 4. Colonização sazonal dos substratos mole e duro (Natural e artificial) da área 
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Valores médios da temperatura do ar em Peniche-Cabo 
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Os cnidários são animais que estão na base trófica dos ecossistemas na maioria, 
filtradores e alguns predadores que necessitaram de adaptações para alimentação e 
defesa, sendo produtores de substâncias urticantes e apresentam muitas vezes cores 
vibrantes ou investem em camuflagens, sendo também simbióticos muito elaborados. 
Estes aspectos fazem salientar a importância de compreender o funcionamento e os 
mecanismos de sobrevivência e colonização destes organismos. 
 Sabe-se que alguns cnidários são formadores de barreiras naturais, os chamados 
“recifes de corais”, caracterizados como berçário e fortaleza para os organismos de 
ecossistemas aquáticos. As Berlengas apresentam uma cnidofauna característicamente 
proveniente dessas várias zonas de dispersão. Os cnidários colectados na reserva natural 
das Ilhas Berlengas foram identificados durante todo o desenvolvimento de métodos 
analíticos para a quantificação e qualificação da colonização dos substratos. Os 
cnidários, sesséis e os vágeis podem fornecer informações importantes a respeito dos 
impactos ambientais, já que se encontram próximo à base da cadeia trófica 
(CARVALHO & ULEDA, 2004). 
A dispersão dos cnidários das zonas temperadas apresentam uma maior 
amplitude de variação térmica, visto que nessas zonas a temperatura média é mais baixa 
que nas regiões tropicais, portanto, estes toleram mais as amplitudes, porém, apresentam 
uma temperatura óptima para o ciclo reprodutivo e consequentemente para a dispersão 
dos seus gâmetas e colonização dos substratos. Outros factores tais como a luz podem 
influenciar o desenvolvimento destes organismos. Segundo Gadelha & Pérez (2006), o 
crescimento de alguns antozoários é condicionado pela presença ou ausência de luz e 
também pela sazonalidade, apresentando menor crescimento na estação seca.  
As Ilhas Berlengas são uma zona de extrema importância geológica, ecológica, 
biológica e turística e, por isso, uma área de estudos de grande relevância para entender 
o funcionamento dos ecossistemas aquáticos. Trata-se de uma área influenciada por 
correntes marinhas diversas: águas glaciares e Nórdicas, mediterrânicas e atlânticas, 
caracterizada principalmente pela falha geológica da Nazaré. Alterações climáticas, 
meteorológicas e oceanográficas ocasionam adaptações ecológicas por parte destes 
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organismos, caracterizados pela sua extrema sensibilidade aos agentes forçadores 
externos.  
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
O levantamento fotográfico foi realizado através de mergulho subaquático, cerca 
de 20, utilizando uma câmera fotográfica (Modelo Canon Power Shot A70). Foram 
fotografados os cnidários que ocorrem na reserva natural das Ilhas Berlengas (Fig.1). As 
identificações ao nível taxonómico e sistemático foram feitas através de guias de 
identificação publicados pelo IPIMAR. Alguns espécimes foram colectados para 





Distribuição Geográfica das Espécies de Cnidários das Ilhas Berlengas 
 
As espécies de cnidários identificadas nas ilhas Berlengas encontram-se listadas na 
Tabela 1. Visto que 95% das espécies encontradas na costa Portuguesa, ocorrem nas 
Ilhas Berlengas ficou-se com uma referência acerca da constituição taxonómica da costa 
Portuguesa-  
Foram encontradas as seguintes espécies do Phyllum Cnidaria: Eunicella 
verrucosa (Pallas, 1766), Actinothoe sphyrodeta (Gosse, 1858), Corynactis viridis 
(Allman, 1846), Alcyonium glomeratum (Hassal, 1843), Parazoanthus axinellae 
(Schmidt, 1862), Leptosammia pruvoti (Lacaze-Duthiers, 1897), Cerianthus 
membranaceus (Spallanzani, 1784), Paramuricea clavata (Risso, 1826), Anemonia 
viridis (Forskal, 1775), Aiptasia mutabilis (Gravenhorst, 1831), Actinia equina 
(Linnaeus, 1758) (Fig.1). Nas Figs. 2 e 3. são indicadas as áreas de distribuição destas 
espécies no globo.  Foram colectadas para análise e identificação em laboratório 
Corynactis viridis, Actinothoe sphyrodeta, Eunicella verrucosa, Leptosammia pruvoti e 
Alcyonium glomeratum. De modo a iniciar a construção de uma base de dados da 
cnidofauna das Ilhas Berlengas, foi efectuado um levantamento fotográfico de todas as 
espécies encontradas, para uma apuração da (s) espécie (s) mais abundante(s) para a 






 As espécies de cnidários encontrados nas Ilhas Berlengas, correspondem à 
maioria das encontradas em toda a costa. Sendo estas espécies de origem Nórdica, Ilhas 
Britânicas, Mediterrânicas, costa Noroeste da África e ocorrem também nos Açores e 
Canárias.  
 As espécies foram encontradas em profundidades que variam dos 6 aos 25 
metros, Eunicela verrucosa aos 30 metros. Nas Ilha Estelas foram observados 
espécimens de  Alcyonium glomeratum em abundância fixados às rochas e recebendo 
forte influência das correntes. Algumas espécies foram encontradas em zonas mais 
abrigadas e sem exposição solar: Corynactis viridis, Actinothoe sphyrodeta e Aiptasia 
mutabilis. A espécie Anemonia sulcata foi encontrada no seu ponto mais raso, aos 2 
metros na baixa-mar. 
 Os cnidários descritos ocorreram geralmente associados à substratos rochosos 
fortemente colonizados por algas, esponjas, ascídeas. A fauna acompanhante era 
sobretudo composta por poliquetas, camarões, carangueijos e moluscos. Os cnidários 
encontrados nas Berlengas compreenderam representantes sobretudo da classe 
anthozoa. Das 11 espécies observadas, 6 são representantes da subclasse hexacorallia, 3 
da subclasse octocorallia e 2 da subclasse zoantharia.  
 Apesar de ter sido efectuada apenas uma análise qualitativa, pode constatar-se 
uma abundância pouco elevada e dispersa dos organismos indiciando adaptações 
ecológicas ao grau de exposição em resposta a factores extrínsecos. Este estudo 
preliminar dos cnidários revelou a grande necessidade de realização de um longo estudo 
exaustivo na costa portuguesa a cerca da sistemática, ocorrência sazonal e espacial dos 





















Figura 1. Representação Geográfica da área de Amostragem fotografada, Arquipélago 

















Tabela 1: Lista de filos fotografados nas Ilhas Berlengas. 
(*Parafilético- Possui representantes nos dois reinos Plantae e Protista) 
 
Reino Filo Classe Representante 
Plantae /Protista* Chlorophyta  Algas verdes 
Straminophila Phacophyceae  Algas Castanhas 
Protista Rodophyta  Algas Vermelhas 
Animalia Porifera Calcispongiae 
Desmospongiae 
esponjas 
 Cnidaria Anthozoa 
Hidrozoa 
Anémonas, corais 
duros e hidrozoários 
 Bryozoa Gymnolaemata foliáceos 
 Annelida Polychaeta sabelaridae 
 Lophophorata   





 Arthropoda Malacostraca decápodes 
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Figura 2. Espécies de cnidários identificados nas Ilhas Berlengas: 1- Eunicella 
verrucosa (Pallas, 1766), 2- Actinothoe sphyrodeta (Gosse, 1858), 3- Corynactis viridis 
(Allman, 1846), 4- Alcyonium glomeratum (Hassal, 1843), 5- Parazoanthus axinellae 
(Schmidt, 1862), 6- Leptosammia pruvoti (Lacaze-Duthiers, 1897),7- Cerianthus 
membranaceus (Spallanzani, 1784),  8- Paramuricea clavata (Risso, 1826), 9- 
Anemonia viridis (Forskal, 1775), 10- Aiptasia mutabilis (Gravenhorst, 1831), 11- 





























Posição sistemática das espécies de cnidários encontrados nas Ilhas Berlengas 
 







Actinothoe sphyrodeta (Gosse, 1858) 
Classe Anthozoa 
         Subclasse Hexacorallia 
               Superordem Hexactiniida 
                      Ordem Actiniaria 
                                 Subordem Nynantheae (Thenaria : Acontiaria) 
                                           Familia Sagartiidae 
    Género Actinothoe 
 
Corynactis viridis (Allman, 1846)   
Classe Anthozoa 
 Subclasse Hexacorallia 
  Ordem Corallimorpharia 
   Família Corallimorphidae 
    Género Corynactis 
 
 
Alcyonium glomeratum (Hassal, 1843) 
Classe Anthozoa 
 Subclasse Octocorallia 
  Ordem Alcyonacea 
   Família Alcyoniidae 




Parazoanthus axinellae (Schmidt, 1862) 
Classe Anthozoa 
 Subclasse Zoantharia 
  Ordem Zoanthidea 
   Família Parazoanthidae 
    Género Parazoanthus 
 
 




Família  Dendrophylliidae 
Género Leptopsammia 
 
Cerianthus membranaceus (spallanzani, 1784) 
Classe  Anthozoa 
                 Subclasse  Hexacorallia 
                        Ordem Ceriantharia 
                            Subordem Spirularia  
                                       Familia Cerianthidae 
                                                   Género  Cerianthus  
 
Paramuricea clavata (Risso, 1826) 
Classe Anthozoa 
 Subclasse Octocorallia 
Ordem Gorgonacea 
Familia  Paramuriceidae 








Anemonia viridis = A. sulcata (Forskål, 1775). 
Classe  Anthozoa 
 Subclasse Hexacorallia 
Ordem Actiniaria 
Família Actiniidae 




Aiptasia mutabilis (Gravenhorst, 1831) = A. Couchii 
Classe Anthozoa 
 Subclasse Hexacorallia 
  Ordem Actiniaria 
   Subordem Nynantheae 
    Família Aiptasiidae 
Género Aiptasia 
Actinia equina (Linnaeus, 1758) 
Classe Anthozoa 
 Subclasse Hexacorallia 
  Ordem Actiniaria 
   Subordem Nynantheae 
    Família Actiniidae 





 Subclasse Octocorallia 
  Ordem Gorgonaria 
    Família Gorgonidae 
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ANEXO I  
 
(ARTIGO À SUBMETER A REVISTA SCIENTIA MARINA) 
 
 
CARACTERIZAÇÃO ELEMENTAR E BIOQUÍMICA DOS COMPOSTOS 
EXTRAÍDOS DE Anemonia sulcata  (CNIDARIA) DA COSTA NOROESTE 
ATLÂNTICA (PORTUGAL). 
 
Gadelha1, J.R;Santos2, S; Soares1,3, A.M.V.M; Morgado1,3& F Humanes2, M. 
 
1-Departamento de Biologia, Universidade de Aveiro. Campus Univeritário de Santiago, 3810. Aveiro, Portugal. jrgadelha@ua.pt; 
fmorgado@ua.pt. fone :  234 370 786 
2 -Departamento de Química, Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa. Cidade Universitária - Edifício C5, Campo Grande 
1749-016. Lisboa. 




Ao longo dos últimos anos, tem-se continuamente investigado o metabolismo 
secundário de invertebrados e microorganismos marinhos, objectivando não somente o 
isolamento de produtos naturais biologicamente activos, mas também estruturalmente 
inéditos ou taxionomicamente relevantes. A Anemonia sulcata é uma espécie 
amplamente estuda nas Ilhas Britânicas, Yugoslávia, Itália, França e na Alemanha é 
estudada deste a década de 70, somente muito recentemente começou a ser estudada na 
Península Ibérica, visto que esta espécie encontra-se abundante ao longo de toda a costa 
Noroeste de Portugal. Neste contexto os objectivos gerais deste trabalho foram realizar 
a extracção de compostos químicos de Anemonia sulcata, no âmbito da identificação de 
substâncias intervenientes no seu comportamento ecológicos, elucidação estrutural e 
análise da eventual actividade ecológica das substâncias obtidas. As metodologias 
desenvolvidas podem ser utilizadas em estudos quer de variação temporal quer 
geográfica na produção de metabolitos secundários, ambos aspectos de grande 
importância e ainda pouco explorados no estudo de ecologia marinha em Portugal. A 
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cromatografia de camada fina, revelou que o extrato de Anemonia sulcata é complexo, 
ou seja, possui vários compostos. Foram identificadas manchas com diferentes pesos 
moleculares, como substâncias de pigmentação, clorofila, carotenóides, esteróides. O 
trabalho realizado constituiu apenas uma abordagem preliminar que envolveu, apesar 
disso, toda a costa Portuguesa, tendo-se centrado a atenção apenas na análise da 
composição química elementar de Anemonia sulcata. Face aos interessantes resultados 
obtidos será aconselhável a realização de trabalhos futuros com um grau de abordagem 
mais específico.  
 
PALAVRAS-CHAVES: Perfil Químico, Extratos, Anémonas, Costa Portuguesa. 
 
ABSTRACT 
In the last years it has been continuously investigated the secondary metabolism 
of invertebrates and marine organisms, pretending not only the isolation of natural 
products biologically active, but also unknown or taxonomically relevant. Anemonia 
sulcata is a species widely studied in the British Islands, Yugoslávia, Italy, France and 
in Germany since the decade of 70, but only very recently started to be studied in the 
Iberian Peninsula, presenting a large distribution throughout all the northwest coast of 
Portugal. In this context the main objectives of this work had been to carry out the 
extraction of chemical composites of Anemonia sulcata, in the scope of the 
identification of substances intervening in its ecological behavior, structural briefing 
and analysis of the eventual ecological activity of those substances. The developed 
methodologies can be used in studies of temporal or geographical variations in the 
production of secondary metabolites, both aspects of great importance and still little 
explored in the study of sea ecology in Portugal. The chromatography of fine layer, 
disclosed that the extract of Anemonia sulcata is complex, or either, possess some 
composites. Spots with different molecular weights had been identified, as substances of 
pigmentation, chlorophyll, carotenoids and esteroids. This work constituted only one 
preliminary approach that involved, despite this, the Portuguese coast, having itself 
centered the attention only in the analysis of the elementary chemical composition of 
Anemonia sulcata. Due to the interesting results obtained will be advisable the 
accomplishment of future works with a more specific approach. 
 







Nos últimos vinte anos, muitos estudos têm sido realizados com o intuito de 
desvendar a origem de metabolitos em corais, algas, esponjas, ascídeas, briozoários e 
moluscos (Coll, 1992) (Rama Rao et al., 2000). Muitos metabolitos secundários 
possuem propriedades bioactivas na farmacologia (citotóxica) (Duh et al., 1999, 2000) 
(Duh et al., 1999) ou na ecologia (ictiotóxica ou alelopática) (Sammarco et al.,1985; 
Sammarco & Coll, 1992; Coll, 1992). (Handayani et al., 1997). A diversidade estrutural 
dessas substâncias, associada às suas actividades biológicas, tem atraído continuamente 
a atenção de diversos grupos de investigação do mundo inteiro (Blunt et al, 2003). 
Todavia, em Portugal, a investigação em produtos naturais de origem marinha é ainda 
incipiente, apesar desta ter sido iniciada há mais de 30 anos (Kelecom, 1997; 1998). Ao 
longo dos últimos anos, tem-se continuamente investigado o metabolismo secundário de 
invertebrados e microorganismos marinhos, objectivando não somente o isolamento de 
produtos naturais biologicamente activos, mas também estruturalmente inéditos ou 
taxonomicamente relevantes (Roberge et al, 1998; Berlinck et al, 1998; . Lindsay et al, 
1999; Hernandez et al, 2000; Torres et al, 2000; Granato et al, 2000; Britton et al, 2001; 
Saeki et al, 2002; Torres et al, 2002a; 2002b), particularmente em produtos naturais de 
corais, esponjas, ascídias e moluscos. 
 A Anemonia sulcata é uma espécie amplamente estuda nas Ilhas Britânicas, 
Yugoslávia, Itália, França e na Alemanha é estudada deste a década de 70, somente 
muito recentemente começou a ser estudada na Península Ibérica, visto que esta espécie 
encontra-se abundante ao longo de toda a costa Noroeste de Portugal. 
 Estudos recentes com esta espécie têm incidido sobre estudos da sua ecologia, 
por exemplo, de fauna associada (Calado et al, 2007), estudos de metabolismo 
bioquímico e farmacológico (Buck & Schlichter, 1987;Taborská et al. 1999; Rack et al., 
1983; Habermehl et al., 1999; Maretic & Russell, 1983), isolamento de toxinas 
(Martinez & Kopeyan, 1977; Ash et al., 1981; Cariello & D`Aniello, 1975; Sanchez et 
al., 1996; Bikfalvi et al., 1988; Tazieff-Depierre et al., 1999; Tesseraux & Alsen, 1999) 
e também estudos de biotransformação química (Tytler & Davies, 1984, 1986; Dorsett, 
1984; Alsen et al., 1978). Através destes estudos, pela aplicação de técnicas de 
purificação de proteínas, métodos bioquímicos e de extracção química, foi revelada a 
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toxicidade de compostos de Anemonia sulcata e a presença de cinco toxinas, ATX I, II, 
III, IV e V.  Estas toxinas actuam como inibidores polivalentes da protease, um inibidor 
do elastase, dois polipeptideos depressivos da pressão sanguínea e muito recentemente 
os peptides que inibem o competidor 125I-dendrotoxina às membranas cerebrais. 
Neste contexto os objectivos gerais deste trabalho foram realizar a extracção de 
compostos químicos de cnidários, no âmbito da identificação de substâncias 
intervenientes no seu comportamento ecológicos, elucidação estrutural e análise da 
eventual actividade ecológica das substâncias obtidas. As metodologias desenvolvidas 
podem ser utilizadas em estudos quer de variação temporal quer geográfica na produção 
de metabolitos secundários, ambos aspectos de grande importância e ainda pouco 
explorados no estudo de ecologia marinha em Portugal.  
Específicamente os objectivos visaram (i) a caracterização elementar dos 
compostos químicos de Anemonia sulcata, (ii) traçar o seu perfil químico nos diferentes 
locais de amostragem da costa Portuguesa, (iii) identificação da natureza dos compostos 
e (iv) identificar as influências espaciais na composição bioquímica dos organismos. As 
hipóteses testadas foram: os compostos são facilmente revelados pelas técnicas de 
extracção de compostos químicos? A natureza dos compostos poderá ser indicador de 








 A espécie escolhida para o estudo foi uma anémona Anemonia sulcata (Fig.1) 
que vive ligada à rochas, seixos, algas, mexilhões nas poças deixadas pela maré. 
Encontram-se até aos 20 metros de profundidade. Esta é uma anémona urticante, apesar 
disto muitas espécies animais encontram-se refugiados nos seus tentáculos. Encontram-
se no Nordeste do Atlântico, Mediterrâneo e Canal da Mancha, é localmente conhecido 
no Mar do Norte Costa Atântica Portuguesa (Noroeste). Foram colectas 10 amostras de  





Àrea de Estudo  
 
Para a área de amostragem foram selecionados 4 pontos ao longo da costa Noroeste de 
Portugal: norte- Praia de Viana do Castelo, Praia da Aguda (Porto), Centro- Praia de 
São José do Estoril (Lisboa), Sul- Praia do Tonel (Sagres) (Fig.2). As áreas de 
amostragens foram seleccionadas pelas suas diferenças geográficas, e também quanto e 
pelo seu nível de exposição (praia exposta/abrigada). 
 
 
Local de Amostragem Norte 
  
Praia de Viana do Castelo (41º41`35,16``N, 8º51`4,33``O, elevação = 6m  
 
 Praia de formação rochosa, abrigada na baixa mar; as anémonas foram 
encontradas em pequenas fendas entre as rochas, recebendo influência directa do mar 
(figura 3 e 4). Anémonas de grande tamanho (de 15 a 20 cm), sempre em colónia, 
podendo indicar ciclo de reprodução, associados à mexilhões (Mytilus spp.) e também 
oligoquetas. Apresentam-se afastadas da constituíção por algas (Fucus vesiculosus), na 
porção mais rasa da constituíção rochosa, as que se encontram na porção mais rasa, 
apresentou uma coloração mais esverdeada, podendo indicar uma diminuíção de 
oxigenação dos tecidos ou associações com organismos autotróficos clorofilados,  já 
que as espécies submersas apresentavam-se de coloração castanha. Aparecem ao lado de 
outra anémona comum na costa Portuguesa Actinia equina, lesma-do-mar (Aplysia 
fasciata), ouriços-do-mar (Paracentrotus lividus). 
 
Praia da Aguda- Porto (41º 2`52,35``N, 8º39`13,28``O, elevação = 10 m) 
 
 Praia de Enseada, abrigada, de formação rochosa e sedimento arenoso grosso 
(Fig 5 e 6). Recebe influência direta do mar, na baixa mar, anémonas encontram-se 
enterradas na areia associadas à mexilhões (Mytilus spp.), ou ligadas à rocha pelo seu 







Local de Amostragem Centro 
 
 Praia São Pedro do Estoril- Lisboa (38º41`39,11``N, 9º22`26,27``O, elevação 
9 m) 
 
 Praia de Enseada com formação Rochosa, numa zona abrigada (Baía) recebendo 
influência direta do mar e indireta do rio Tejo (Figura 7 e 8). As anémonas encontram-
se aderidas às rochas na baixa-mar.  
 
Local de Amostragem Sul  
 
Praia do Tonel – Sagres (38º59`46,49``N, 8º57`1,43``O, elevação = 0 m) 
 
  Praia de formação rochosa, exposta e com influência marinha directa (figura 9 e 
10). As anémonas aparecem agrupadas em pequenas poças isoladas de água e fixadas às 
paredes das rochas, com tamanhos reduzidos de 5 a 10 cm encontrando-se associadas a 
mexilhões e a anémonas Actinia equina.  
 




Cova do Sonho- Berlengas (39º24`38,27``N, 9º30`47,01``O, elevação =0 metros) 
 
Praia de formação rochosa, exposta e com influência marinha directa (Figura 11 
e 12). As anémonas aparecem fixadas às paredes das rochas, com tamanhos reduzidos 
de 5 a 10 cm encontrando-se associadas a outras anémonas (Aiptasia mutabilis), 













Foi utilizada a técnica de extração de compostos químicos através de material 
orgânico, Cromatografia de Camada fina (TLC) e Infravermelho (BRAUN, 1987). 
 
PRÉ-PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS- Extração 
 
O material orgânico (anémona) foi colectado e acondicionado com água do mar 
em frigorífico a -2ºC para posterior utilização. Para utilização, foi necessário 
descongelamento e pesar as amostras e então macerar com 10 ml de Acetona Pura 
(CH3COCH3), para cada indivíduo, colocando o extrato dissolvido num erlenmeyer com 
um agitador magnético (Função de misturar o solvente ao material biológico) por 60 
minutos. O material resultante foi filtrado com uma placa de porcelana porosa, 
utilizando o método de filtação à vácuo (para acelerar o processo). Obtendo-se então 
material dissolvido (extrato 1) e resíduos. Sendo mais uma vez o material residual 
misturado à 10 ml de acetona pura, mais 60 minutos no agitador magnético que é então 
filtrado e separado material dissilvido (extrato 2) e resíduos. O extrato 1 foi então 
misturado ao extrato 2, sendo novamente filtrado e pesado. O material foi então 
fracionado com éter, resultando em duas camadas com diferentes densidades: fase 
líquida ou aquosa (camada inferior) e fase densa (camada superior), sendo separadas em 
dois diferentes balões de fundo redondo. É adicionado à fase aquosa 10 ml de éter (esta 
fase é mais polar que o éter) e volta a fraccionar resultando duas fases etéreas. Com 
todo material denso ( éter + compostos) junto num balão, é adicionado 1 mg de agente 
secante (absorve a água) Na2SO4 (Sulfato de Sódio), misturando-se até extrair toda a 
água. Filtra-se e por fim o material vai ao evaporador rotativo, não ultrapassando 29-
30ºC, até estar totalmente viscoso e pronto para a aplicação nas placas de sílica gel da 








Cromatografia de Camada Fina 
 
 A cromatografia de camada fina, tem por finalidade potencializar vantagem da 
adsorção, e como as amostras eram compostas de material extraído + éter, e foram 
testadas em hexano, composto pouco polar(eluente- fase móvel) que fornece pouca 
ligação, por isso foi necessário testar diversas concentrações que forneçam boas 
ligações, ou seja, compostos polares, mais distantes do Hexano na escala de polaridade. 
Foram testadas soluções com diferentes concentrações de Hexano-Acetato de Etil, nas 
seguintes proporções: Hexano puro, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1 e 3:7 em 10 ml de solução, sendo 
o solvente principal de maior concentração o hexano e o acetato de etil o segundo 
solvente. Depois de expostas as amostras às diferentes concentrações de  Hexano-
Acetato de Etil, foi verificado se as placas apresentavam manchas visíveis de compostos 
presentes na amostra, ou se estas manchas eram visíveis à luz ultravioleta (254 nm- luz 
verde), se não, são necessários pulverizar as placas cromatográficas em reveladores 
(genéricos-ácido sulfúrico ou específicos- Erlich), em seguida, aquece-se as placas para 




Esta técnica consiste basicamente na obteção de informação específica acerca da 
interacção pela luz infravermelho com a matéria do composto. Os valores são 
calculados apartir de uma relação matemática entre a frequência e o comprimento de 




Os resultados da cromatografia de camada fina, para a quantificação de 
compostos que aparecem nas amostras obtidas da extração química de Anemonia 
sulcata encontram-se na Tabela 1. Os resultados revelam a presença de compostos 
polares e pode haver  a presença de carotenóides. 
Para o extrato de éter de Anemonia sulcata do ponto de amostragem insular: 
Ilhas Berlengas, a cromatografia nas diferentes concentrações de Hexano/Acetato de 
etil, revelou na solução 3 o que pode ser um esteróide (Lipídio) um possível constituinte 
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da membrana do organismo e na solução 5 houve a presença de  os quais podem ser 
carotenóides e clorofila a (Fig 13) 
Para o extrato de éter de Anemonia sulcata dos pontos de amostragem 
continental Viana do Castelo, Aguda, Estoril e Sagres foi observado que, para as 
amostras de Viana do Castelo (Fig. 14), Aguda (Fig. 15) e Estoril (Fig. 16) nas soluções 
3 e 5 revelou o que pode ser um carotenóide (compostos com C e H) de cor alaranjada. 
Para o extrato de A. sulcata no ponto de Amostragem Sul- Sagres (Fig. 17) 
foram reveladas na solução 3 elementos de coloração verde, podendo ser clorofila. 
Houve a presença de manchas amarelas que podem ser xantofilas (compostos 
oxigenados e com cadeias de CH). 
Os resultados do infravermelho revelaram (Fig. 18), que o extrato de Anemonia 
sulcata do ponto de amostragem insular apresentam elementos cuja composição é rica 
em carbonos e hidrogênios, saturados esteróides, sem duplas ligações ésteres ou 
acetonas. 
Os resultados do infravermelho revelaram, que o extracto de A. sulcata do ponto de 
amostragem continental (Figs. 19 a 21), apresentou maior diferença de composição 
química na praia de S. Pedro do Estoril. Nos resultados de infravermelho do extrato de 
Anemonia sulcata do ponto de Amostragem Norte Viana do Castelo, não puderam ser 
obtidos resultados, pois a quantidade de amostra era insuficiente para realizar-se a 
leitura,  foram feitas tentativas de fraccionar com solvente, porém toda a leitura apenas 




 A cromatografia de camada fina, revelou que o extrato de Anemonia sulcata é 
complexo, ou seja, possui vários compostos. Foram identificadas manchas com 
diferentes pesos moleculares, como substâncias de pigmentação, clorofila, carotenóides, 
esteróides. Foi também demonstrado que de acordo com o observado na Tabela 1 e 
Figs. 13 e 14, a concentração elevada Hexano/ acetato de etil 9:1 (na solução 3), 
composto pouco polar, ou seja, que fornece poucas ligações entre os elementos,  reduziu 
o número de elementos, sendo isto um indicativo que as substâncias presentes neste 
extrato são polares, ou seja, pouco solúveis em água. Outro resultado interessante, foi a 
presença de clorofila, indicando assim, a presença de simbiose com organismos 
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autotróficos (talvez algas). Os esteróides encontrados podem ser componentes da 
membrana plasmática do organismo. 
Na análise de infravermelho, apesar dos espectros apenas fornecerem 
informações qualitativas e limitadas sobre o tipo de grupos funcionais que estão 
presentes nos extractos, dão, no entanto, uma indicação do tipo e da natureza dos 
compostos presentes. Todos os extractos obtidos compreenderam compostos alifáticos, 
ou seja com cadeias ou ciclos saturados, porque temos em todos as bandas 
características das ligações CH3, CH2 e CH entre 2800 e 3000 cm-1. Esta informação é 
importante, porque se sabe que entre os comprimentos de onda 1000 e 4000, existem as 
regiões dos grupos funcionais (informação generalista a cerca dos compostos), e entre 
os comprimentos 600 e 1000, podemos obter informações mais específicas a cerca da 
composição química (“Fingerprint”). Todas devem também ter algum ou alguns 
compostos com duplas ligações (alquenos) por causa da banda ligeiramente acima de 
3000 cm-1. Todas as amostras parecem ter também algum tipo de função OH devido à 
banda a cerca 3500 cm-1. No que se diferenciam os extractos é na banda à volta de 1700 
cm-1 que para o espécimen do Estoril é diferente dos outros. Enquanto nos outros todos 
parece que existem compostos com um grupo éster (banda a cerca 1740 cm-1) neste a 
banda do grupo carbonilo aparece a 1709 cm-1, o que pode ser atribuível a uma cetona 
ou um ácido.  
Os compostos encontrados na TLC sugerem ser um constituinte da membrana, 
ou seja um esteróide (Colesterol) que é uma redução que ocorre em membranas de 
animais e plantas, que desempenha um importante papel estrutural. Outro tipo de 
compostos encontrados foram os carotenóides que ocorrem em todos os tecidos 
fotossintéticos (uma folhagem verde, bactérias fotossintéticas e algas). Ocorrem em 
íntima associação com a clorofila onde são armazenados e aparentemente agem como 
“scavengers” para remover o oxigênio potencialmente nocivo contendo radicais e 
estados agitados formados concomitantemente com os processos primários da 
fotossíntese. 
 O trabalho realizado constituiu apenas uma abordagem preliminar que envolveu, 
apesar disso, toda a costa Portuguesa, tendo-se centrado a atenção apenas na análise da 
composição química elementar de Anemonia sulcata. Face aos interessantes resultados 
obtidos será aconselhável a realização de trabalhos futuros com um grau de abordagem 





Apesar das caracteristicas preliminares deste trabalho, foi efectuada a 
caracterização elementar e bioquímica dos compostos extraídos de Anemonia sulcata  
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Figura 1. Espécie utilizada para os testes de extracção química Anemonia viridis = A. 
sulcata (Forskål, 1775). 
 
 
















































































































































































Peso final (gramas) 
(*frasco= 49.28) 
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Nº de compostos 
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Figura 13. Número de elementos revelados pela cromatografia de camada fina em 
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Figura 14: Número de elementos revelados pela cromatografia de camada fina em 
extratos de Anemonia sulcata, em diferentes concentrações de Hexano/Acetato de Etil 
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Figura 15: Número de elementos revelados pela cromatografia de camada fina em 
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Figura 16: Número de elementos revelados pela cromatografia de camada fina em 
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Figura 17: Número de elementos revelados pela cromatografia de camada fina em 

















Figura 18. Infravermelho do extrato de Anemonia sulcata do ponto de Amostragem 
insular Ilhas Berlengas.  
 





Figura 20 . Infravermelho do extrato de Anemonia sulcata do ponto de Amostragem 
Centro Estoril. 
 





Estudo Taxonómico e Ecológico da espécie Anemonia sulcata 
 
Phyllum cnidaria 
Ordem Actiniaria  
Classe Hexacorallia 
Subclasse Anthozoa 
   Género Anemonia 
Vivem das zonas subtidal até 23 centímetros sobre as pedras e por vezes, entre 
algas. Encontram-se em zonas muito iluminadas, distribuida do Mediterrâneo ao 
Atlântico (Costa Oeste da Escócia), Canal da Mancha, Costa Noroeste de Portugal. 
Possui base (pedúnculo) ligeiramente adesivo o qual fixa-se por sucção; coluna 
frequentemente ereta e base ampla.  
Aproximadamente 170 tentáculos dispostos em circulos de 6 em 6, não 
totalmente retrátil. Possui hábito alimentar Carnívora, captando os alimentos através dos 
seus tentáculos. Reprodução asexuada cuja fase dominante é um grande pólipo. Coluna 
cinza, castanha ou verde e seus tentáculos com a ponta cor púrpura, duas linhas brancas 
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Os Biomarcadores têm sido amplamente utilizados para a avaliação da 
exposição e / ou de efeitos de contaminantes ambientais. Um dos mais frequentemente 
utilizados é a inibição da cholinesterases (ChE), que são fortemente inibidos pelos 
organofosfatos e carbamatos de pesticidas. Biomonitores tem sido utilizados a fim de 
desenvolver bases de extrapolação dos efeitos dos poluentes no ambiente. Anemonia 
sulcata tem uma ampla distribuição na costa Portuguesa e desempenha um papel 
ecológico fundamental no meio marinho aspectos que recomendam utilização desta 
espécie para posteriores estudos ecotoxicológicos como bioindicador ou biomonitor e 
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para estudos laboratoriais. O principal objectivo deste estudo consistiu em detectar 
actividade significativa da enzima colinesterase no tentacle e pedúnculo da anémona-
do-mar Anemonia sulcata. Por outro lado, foram recolhidas amostras provenientes de 
três praias localizadas em pontos diferentes da costa Portuguesa, uma no Norte (Viana 
do Castelo), uma no centro (Praia da Aguda) e uma do sul (Praia do Tonel-Sagres), a 
fim de detectar diferenças espaciais na actividade das colinesterase. A determinação do 
ac tividade da colinesterase foi realizada de acordo com o método de Ellman et al., 
(1961) adaptado para microplacas (Guilhermino et al., 1996). Foi observada actividade 
significativa da enzima tanto no tentaculo como no pedúnculo, mas não foram 
observadas diferenças significativas entre tentaculo e pedúnculo. A actividade  das 
colinesterases de Anemonia sulcata foi significativamente diferente nos três locais de 
amostragem. Os resultados revelaram que Anemonia sulcata é uma espécie sensível e 










Biomarkers have been widely used for the assessment of exposure and/or effects to 
environmental contaminants. One of the most frequently used biomarker is the 
inhibition of cholinesterases (ChE) which are strongly inhibited by organophosphate 
and carbamate pesticides. Biomonitors have been used in order to develop basis of 
extrapolation of the effects of contaminants in the environment. Anemonia sulcata has a 
wide distribution in the Portuguese coast and plays important ecological key role in the 
marine environment that lead the use of this species for posterior ecotoxicological 
studies as bioindicador or biomonitoring and laboratorial studies. The main aim of this 
study is to detect significant cholinesterase activity in the tentacle and peduncle of the 
sea anemone Anemonia sulcata. In other hand, samples from three different located 
beaches on the Portuguese cost were taken, one in the north (Viana do Castelo), one in 
the centre (Praia da Aguda) and one from the south (Praia do Tonel-Sagres) in order to 
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detect spatial differences cholinesterase activity. The determination of ChE activity was 
carried out according to the Ellman et al., method (1961) adapted to microplate 
(Guilhermino et al., 1996). It was observed significant cholinesterase activity both in 
tentacle and peduncle, but no significant differences were observed between tentacle 
and peduncle. The cholinesterase activity on Anemonia sulcata from the three locations 
was significantly different. The results proved that Anemonia sulcata is a sensitive 









A detecção da actividade de colinesterases como biomarcadores ambientais tem 
sido desenvolvida com espécies padronizadas (espécies-chave), as quais apresentam 
elevada relevância ecológica, pois anulam os factores de incerteza de testes 
laboratoriais. As ChE são utilizadas como parâmetros indicativos de toxicidade neste 
tipo de ensaios, onde os resultados podem ser cruzados com outras componentes ou 
outros biomarcadores. Os biomarcadores têm sido utilizados como parâmetros medidos 
em tecidos de organismos (cérebro, fígado ou brânquias) ou nos seus sub-produtos 
(penas, pêlos, urina) que possam indicar anormalidades nos padrões de exposição e 
poluição por contaminantes. No entanto os efeitos individuais não podem ser 
extrapolados para toda a população, podendo apresentar baixa relevância, o que limita a 
sua utilização para avaliação do risco ecológico. Porém, se cruzados com informações e 
parâmetros ecológicos relevantes, poderão ser constituídas fortes bases para estes 
estudos.  
A enzima chE tem sido usada extensamente como um biomarcador específico 
para pesticides organofosforados e carbamatos. Entretanto, os estudos recentes indicam 
que pode também ser inibido por outros contaminadores ambientais tais como metais, 
surfactantes e componentes indeterminados de efluentes urbanos e do processamento do 
papel (Guilhermino et al.., 1998; Martinez-Tabche et al.., 1997; Payne et al.., 1996). 
Assim, um uso mais geral para este biomarcador foi proposto (Guilhermino et al.., 
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1998; Payne et al.., 1996). Nas últimas décadas, a ecotoxicologia teve maior interesse 
no uso dos biomarcadores para avaliar a toxicidade dos produtos químicos aos sistemas 
biológicos, particularmente em populações naturais. 
A chE possui uma função responsável pela degradação do neurotransmissor 
acetilcolina após a passagem do impulso nervoso, vários estudos têm indicado que ChE 
podem ser inibidas por contaminantes ambientais (insecticidas organofosforados e 
carbamatos, metais, detergentes e produtos petrolíferos) sendo assim uma importante 
ferramenta da avaliação do risco ecológico.A enzima colinesterase foi utilizada neste 
estudo como ferramenta de detecção da toxicidade ambiental procurando adaptar os 
métodos a organismos estruturalmente mais simples e portanto, com menor grau de 
especialização do seu sistema nervoso. Apesar da sua simplicidade estrutural. Os 
cnidários possuem um sistema de protecção de alguma complexidade devido à presença 
de glândulas secretoras de toxinas urticantes. A espécie utlilizada para este estudo 
Anemonia sulcata, apresenta estruturas denominadas cnidocistos, as quais secretam 
substância tóxicas que possuem actividade imunodepressiva e neurodepressivas (cardio-
arritmia, diminui a pressão arterial) (NOVAK AND SKET, 1973 in CANKAR AND 
LEBEZ, 2002). 
Os objectivos da realização deste estudo foi o de verificar, por um lado, 
actividades significativas de ChE (colinesterase) em tentáculo e pedúnculo de 
anémonas-do-mar da espécie Anemonia sulcata e, por outro lado, verificar diferenças de 
actividade espaciais significativas em diferentes locais de amostragem ao longo da 
Costa Portuguesa. Especificamente procurou-se testar uma nova espécie Anemonia 
sulcata, um organismo estruturalmente simples, para testes de toxicidade ambiental. As 
hipóteses testadas foram : haverá a presença de Colinesterases mensurável em 
Anemonia sulcata ? Teriam as anémonas-do-mar estruturas responsáveis pela acção de 
enzimas de resposta aos estímulos extrínsecos ? Sendo Anemonia sulcata caracterizada 
como espécie produtora de compostos tóxicos, será uma espécie adequada para ser 
utilizada em testes ecotoxicológicos ? Haverá diferenças de actividades em diferentes 
partes do corpo do organismo ? Haverá diferenças na detecção de actividades de 








MATERIAL E MÉTODOS  
 
Preparação do material biológico 
 
O organismo alvo neste estudo foi uma anémona-do-mar Anemonia sulcata (figura 1), 
capturada em três diferentes pontos da Costa noroeste de Portugal: norte - Viana do 
Castelo (41º41`35,16``N, 8º51`4,33``O), centro- Praia da Aguda- Porto (41º 2`52,35``N, 
8º39`13,28``O) e sul- Praia do Tonel- Sagres (38º59`46,49``N, 8º57`1,43``O) (figura 2). 
Após a colheita, os organismos foram acondicionados em malas térmicas, com água do 
mar, e transportados de imediato para o laboratório. No laboratório as anémonas foram 
individualizadas e lavadas com água destilada, para retirada de detritos e posteriormente 
congelados a -80ºC.  
 
Quantificação da actividade enzimática 
 
Para a realização do bioensaio, 7 organismos foram dissecados, em gelo, isolando 
tentáculos e pedúnculos, por ponto de amostragem. Aproximadamente a mesma 
quantidade de ambos os tecidos foi isolada para eppendorffs com uma solução tampão 
fosfato (0.1 M, pH 7.2) adequada para a quantificação da actividade das colinesterases 
(ChE). Os tecidos foram, então, homogeneizados na solução tampão e centrifugados 
(Aparelho Centifuge Eppendorf, modelo 5810R) a durante 3 minutos a 3300g. 
Finalmente os sobrenatantes foram recolhidos para novos eppendorffs e mantidos em 
gelo. A actividade das colinesterases foi determinada de acordo com o método descrito 
por Ellman et al. (1960) adaptado à microplaca por Guilhermino et al. (1996), com 














A análise estatística foi processada utilizando o programa de software SPSS v. 14. A 
comparação das actividades enzimáticas ao longo dos diferentes locais de amostragem 
foi realizada utilizando uma análise de variâncias (one-way ANOVA), seguida de um 
teste de Tukey (HSD) para verificar diferenças espaciais (Zar, 1996). Foi também 
realizado um teste de Dunett para verificar diferenças significativas entre os tecidos para 
cada local. Para a actividade calculada em cada local, a normalidade dos dados foi 
testada (teste de normalidade Kolmogrov-Smirnov) e a homogeneidade das variâncias 






 Respondendo às hipóteses testadas neste trabalho foi detectada a presença 
mensurável de ChE em Anemonia sulcata, o qual se mostrou como um organismo 
potencialmente bioindicador de contaminação ambiental.  Sabendo-se que as actividade 
da ChE se encontram descritas para muitos outras espécies, estes resultados adquirem 
uma importância como bioindicador ecológico. De acordo com os resultados da Tabela 
1, não há diferenças significantes na actividade de ChE nos diferentes tecidos 
(tentáculos e pedúnculos). Porém foram observadas diferenças significantes na 
actividade de ChE nas amostras das diferentes áreas de amostragem da costa 
Portuguesa.  
 Os resultados da actividade das ChE nos tentáculos e pedúnculo dos organismos 
capturados ao longo dos 3 locais de amostragem estão apresentados na Fig. 3. O teste 
paramétrico One-way ANOVA revelou diferenças significativas entre locais de 
amostragem para as actividades das ChE nos tentáculos (F (2, 18) = 81.7466, p ≤ 0.05) e 
no pedúnculo (F (2, 18) = 86.0003, p ≤ 0.05). Com a excepção da Aguda (-4.07%), a 
actividade enzimática foi ligeiramente superior no pedúnculo em Viana do Castelo e 
Sagres (15.27 e 5.47%, respectivamente) (Fig. 3A e 3B). No entanto, o teste de Dunnet 
não revelou resultados significativos entre os tecidos em qualquer dos locais de 
amostragem (p>0.05) A actividade das ChE das anémonas capturadas em Sagres foi 
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significativamente superior à dos restantes sítios de amostragem em ambos os tecidos 
(3.34 e 36.62 nmol/min/mg proteína, respectivamente.)( Figs. 3A e 3B). Para o local de 






 O facto de não haverem diferenças significativas na actividade da ChE entre os 
tecidos (tentáculo e pedúnculo) pode ser explicado pelo facto deste organismo possuir 
um sistema nervoso difuso, não tendo sido detectado diferenças de actividade nestes 
constituintes. Segundo Monteiro et al. (2000), as actividades das ChE apresentam 
variações sazonais, facto este que vem corroborar a não existência de actividade nos 
diferentes tecidos. Estudos sazonais posteriores poderão contribuir com mais 
informações acerca destes aspectos. 
 O aumento da actividade das ChE das amostras de Sagres podem ser devidas à 
sua localização geográfica caracterizada como zona exposta (recebe influência direta 
das correntes oceânicas) sendo portanto, local com hidrodinamismo intenso, o que 
revela diferenças de exposição das diferentes áreas de amostragem da costa portuguesa. 
Estudos anteriores têm demonstrado que áreas com maior hidrodinamismo, apresentam 
maior actividade de ChE.  
 Nos últimos anos, actividade das ChE tem sido utilizada como biomarcador em 
estudos ambientais, como por exemplo em moluscos (Moreira., 2005) e peixes (Van der 
Oost et al. 2003). No entanto, a actividade desta enzima como biomarcador em estudos 
de monitorização ambiental utilizando a presente espécie, não se encontra descrita na 
literatura. A actividade das ChE podem estar relacionadas com o habitat em que se 
encontram os organismos estudados, visto que esta é uma espécie que se encontra 
enterrada no sedimento (local de amostragem centro- Praia da Aguda) ou incrustadas 
nas rochas isoladas (local de amostragem sul- Sagres). O facto desta espécie ser um 
organismo filtrador, ou seja, a sua localização pode estar relacionada com a riqueza de 








No presente estudo, foram demonstradas diferenças significativas de actividade 
de ChE em Anemonia sulcata na costa portuguesa. A espécie escolhida para este estudo 
demonstrou ser uma ferramenta útil para a detecção de contaminação ambiental, uma 
vez que, foram detectadas diferenças na actividade de ChE em diferentes áreas de 
amostragem associados à diferentes níveis de contaminação. Os resultados permitem-
nos tirar ilacções a cerca de actividades ecológicas, tais como agentes forçadores 
extrínsicos com a acção das ChE. Sendo este estudo ecológico preliminar, uma 
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Figura 2. Áreas de Amostragem Norte e Sul da Costa Portuguesa (Norte- Viana do 























Figura 3. Parâmetros bioquímicos analisados em amostras de Anemonia sulcata 
coletadas de 3 áreas de amostragens ao longo da costa Portuguesa. São apresentados 
valores médios ± desvio padrão(n = 7) da actividade de ChE (nmol min-1 mg-1proteina), 
Letras diferentes identificam diferenças significativas entre locais de amostragem, 
através do teste Tukey (honestly significant difference multiple-comparison test p ≤ 
0.05). Letras minúsculas indicaram diferenças nos tecidos do tentáculo (a,b)  e letras 
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O desenvolvimento de biomarcadores baseado no estudo das respostas 
biológicas dos organismos a poluentes tem fornecido ferramentas bioquímicas 
essenciais para o estudo das espécies relevantes que podem ser bioindicadoras de 
contaminação ambiental. Biomonitores têm utilizados a fim de desenvolver bases de 
extrapolação dos efeitos dos poluentes no ambiente. Anemonia sulcata apresenta uma 
ampla distribuição na costa Portuguesa e desempenha um papel ecológico fundamental 
no meio marinho. Estes aspectos tornam a utilização desta espécie aconselhável para 
estudos ecotoxicológicos posteriores como bioindicador ou biomonitor e em estudos 
laboratoriais. O principal objectivo deste estudo consistiu em detectar actividades 
significativas de Glutadiona-S-Tranferase (GST) no tentaculo e pedúnculo do anémona-
do-mar Anemonia sulcata. Por outro lado, foram recolhidas amostras provenientes de 
três praias localizadas em pontos diferentes da costa Portuguesa, uma no Norte (Viana 
do Castelo), uma no centro (Praia da Aguda) e uma do sul (Praia do Tonel-Sagres), a 
fim de detectar diferenças espaciais na actividade da  GST actividade. A actividade da 
GST foi medido usando a metodologia geral descrita por Habig e Jakoby (1981) 
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adaptado para microplacas leitor (Frasco e Guilhermino, 2002). Foi observada 
actividade significativa de GST no tentaculo e no pedúnculo, mas não foram observadas 
diferenças significativas entre tentaculo e pedúnculo. A actividade da GST  de 
Anemonia sulcata da praia de Sagres, situada no sul da costa Português foi 
significativamente diferente dos outros dois locais de amostragem (Praia de Aguda e 
Viana do Castelo), situados no centro e norte da costa Portuguesa, respectivamente. Os 
resultados revelaram que Anemonia sulcata é uma espécie sensível e adequada para 




Biomarcadores, Anémona, Pedúnculo, Tentáculo, Costa Portuguesa. 
 
ABSTRACT 
The development of biomarkers based on the study of biological responses of organisms 
to pollutants has provided the biochemical tools essential to the study of relevant 
species that may be bioindicators of environmental contamination. Biomonitors have 
been used in order to develop basis of extrapolation of the effects of contaminants in the 
environment. Anemonia sulcata has a wide distribution in the Portuguese coast and 
plays important ecological key role in the marine environment that lead the use of this 
species for posterior ecotoxicological studies as bioindicador or biomonitoting and 
laboratorial studies. The main aim of this study is to detect significant activity of 
glutadiona s-transferase (GST) in the tentacle and peduncle of the sea anemone 
Anemonia sulcata. In other hand, samples from three different located beaches on the 
Portuguese cost were taken, one in the north (Viana do Castelo), one in the centre (Praia 
da Aguda) and one from the south (Sagres) in order to detect spatial differences GST 
activity. GST activity was measured following the general methodology described by 
Habig and Jakoby (1981) adapted to microplate reader (Frasco and Guilhermino, 2002). 
It was observed significant GST activity both in tentacle and peduncle, but no 
significant differences were observed between tentacle and peduncle. The GST activity 
on Anemonia sulcata from the beach of Sagres, located in the south of the Portuguese 
coast was significantly different from the other two sampling locations (Praia da Aguda 
and Viana do Castelo) located in the centre and north, respectively. The results proved 
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that Anemonia sulcata is a sensitive species suitable to act as a biondicator and valid for 









As GST são consideradas uma família de enzimas muito importantes nos processos de 
destoxificação de xenobióticos de compostos endógenos, uma vez que catalizam a 
conjugação dos compostos electrofílicos, resultantes da fase I de biotransformação, com 
a glutationa (GSH) (Fitzpatrick et al.., 1995 In Lima et al., 2007).. A GSH tem um 
papel muito importante na destoxificação dos compostos electrofílicos e na prevenção 
do stress oxidativo (Hasspieler et al., 1994). Nos últimos anos, actividade das GST tem 
sido utilizada como biomarcador em estudos ambientais, como por exemplo em 
moluscos (Moreira., 2004; 2005) e peixes (Van der Oost et al, 2003). No entanto, a 
actividade desta enzima como biomarcador em estudos de monitorização ambiental 
utilizando a presente espécie, não se encontra descrita na literatura. As GSTs têm sido 
muito utilizadas como biomarcadores em estudos de campo com vertebrados e 
invertebrados (Monteiro et al., 2007; Moreira e Guilhermino, 2005; Castro et al.., 2004; 
Moreira et al.., 2004; Lenartova et al.., 1997). Tem sido evidenciado as potencialidades 
da GST como indicadores sensíveis à exposição a vários tipos de fontes de poluição, 
mas sobretudo a óleos e combustíveis (Moreira, et al. 2004). 
O presente estudo vem propor a utilização de GST (Glutadiona S-Transferase) 
como biomarcador ambiental, utilizando como ferramenta a anémona-do-mar Anemonia 
sulcata seguindo  os critérios propostos por Van der Oost (2003) para a confiabilidade 
de utilização de algumas enzimas em estudos de avaliação de poluíção ambiental. 
Assim, os ensaios quantitativos para os biomarcadores devem ser fiáveis (com garantia 
de qualidade (QA), relativamente baratos e de fácil execução; o biomarcador resposta 
deve ser sensível às exposições aos poluentes e (ou) efeitos a fim de servir como um 
parâmetro de alerta; a base de dados do biomarcador deve ser bem definida, a fim de 
distinguir entre variabilidade natural (ruído) e contaminante estresse - induzida (sinal); o 
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impacto dos factores para o biomarcador resposta deve ser bem estabelecida; 
subjacentes ao mecanismo das relações entre biomarcador resposta e poluente exposição 
(dose e tempo) deve ser estabelecida; a importância toxicológica significativa do 
biomarcador, por exemplo, a relação entre as suas respostas e os impactos ao organismo 
(longo prazo), devem ser estabelecidos. Todos estes parâmetros de avaliação foram, no 
entanto, mais tarde reformulados de Stegeman et al. (1992). 
Especificamente este estudo teve como objectivos detectar actividade 
significativa de GST (Glutadiona-S-transferase) em anémonas-do-mar Anemonia 
sulcata. Por outro lado, utilizar essa informação para a interpretação ambiental em 
diferentes locais de amostragem da Costa Portuguesa de modo a verificar diferenças 
espaciais significativas. Procurou-se testar uma nova espécie Anemonia sulcata, um 
organismo estruturalmente simples, para testes de toxicidade ambiental. As hipóteses 
testadas foram : Teriam as anémonas-do-mar estruturas responsáveis pela acção de 
enzimas de defesa aos estímulos extrínsecos? Uma vez que Anemonia sulcata é 
caracterizada como espécie produtora de compostos tóxicos, será esta uma boa espécie 
para ser utilizada em testes ecotoxicológicos ? Haverá diferenças nos compostos 
produzidos por Anemonia sulcata entre as diferentes áreas de amostragem ?  
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Preparação do material biológico 
 
No presente estudo, foi seleccionada uma anémona-do-mar Anemonia sulcata 
(Fig. 1). Este espécime foi capturado em três diferentes pontos da Costa noroeste de 
Portugal: norte - Viana do Castelo (41º41`35,16``N, 8º51`4,33``O), intermédia – Praia 
da Aguda (41º 2`52,35``N, 8º39`13,28``O) e sul- Praia do Tonal-
Sagres(38º59`46,49``N, 8º57`1,43``O) (figura 2). Após a colheita, os organismos foram 
acondicionados em malas térmicas, com água do mar, e transportados de imediato para 
o laboratório. No laboratório as anémonas foram individualizadas e lavadas com água 
destilada, para retirada de detritos e posteriormente congelados a -80ºC.  
 
 




Para a quantificação da actividade da GST, 7 organismos foram dissecados, 
isolando tentáculos e pedúnculos, por ponto de amostragem. Durante este processo, as 
amostras foram sempre mantidas em gelo. Aproximadamente a mesma quantidade de 
ambos os tecidos foi isolada para eppendorffs com uma solução tampão fosfato (0.1 M, 
pH 6.5) adequada para a quantificação da actividade das GST. Os tecidos foram, 
posteriormente homogeneizados na solução tampão e centrifugados a durante 30 
minutos a 9000g, utilizando uma centrífuga Eppendorf, modelo 5810R. Finalmente a 
fracção sobrenadante foi recolhida para novos eppendorfs, e estes mantidos em gelo. A 
actividade das GST foi determinada de acordo com o método descrito por Habig et al. 
(1974) adaptado à microplaca por Frasco and Guilhermino (2002), com pequenas 




A análise estatística foi processada utilizando o software SPSS v. 14. Para a 
actividade calculada em cada local, a normalidade dos dados foi testada (teste de 
normalidade Kolmogrov-Smirnov) e a homogeneidade das variâncias verificada (teste 
de Barlett) (Zar, 1996). A comparação das actividades enzimáticas ao longo dos 
diferentes locais de amostragem foi realizada utilizando uma análise de variâncias (one-
way ANOVA), seguida de um teste de Tukey (HSD) para detectar diferenças entre os 
locais de amostras (Zar, 1996). Foi também realizado um teste de Dunett para verificar 




 Os resultados da actividade das GST nos tentáculos e pedúnculo dos espécimes 
de Anemonia sulcata capturados ao longo dos 3 locais de amostragem estão 
apresentados na Fig. 3. O teste paramétrico One-way ANOVA revelou diferenças 
significativas entre locais de amostragem para as actividades das GST nos tentáculos (F 
(2, 18) = 63.7327, p ≤ 0.05) e no pedúnculo (F (2, 18) = 48.0723, p ≤ 0.05). A actividade 
calculada em ambos os tecidos, na Aguda, foi significativamente mais elevada (2.29 
62nmol/min/mg proteína nos tentáculos e 2.12 62nmol/min/mg proteína no pedúnculo) 
que nos restantes locais. Os organismos capturados em Sagres apresentaram a mais 
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baixa actividade enzimática dos 3 locais estudados. Com a excepção da Aguda (-
8.06%), a actividade enzimática foi ligeiramente superior no pedúnculo em Viana do 




Os resultados observados mostraram que de acordo com as hipóteses testadas, 
foram detectados níveis mensuráveis da actividade da GST (Glutationa S-transferase) 
em Anemonia sulcata. Entre os dois tipos de tecidos testados (pedúnculo e tentáculo) 
não houve diferenças significativas na actividade enzimática. Houve diferenças 
significativas de actividade da GST entre os diferentes pontos de amostragem, 
verificando-se que as amostras da Praia da Aguda apresentaram maior actividade do que 
as amostras de Sagres. Estes resultados coincidem em ordem inversa com os resultados 
obtidos para tecidos de Anemonia sulcata testadas com ChE, tendo-se então observado 
que as amostras de Sagres apresentaram maior actividade para a ChE (Gadelha et al., 
2007a). Os menores valores de actividade da GST nas amostras de Sagres, podem ter 
sido devidos a uma resposta da actividade enzimática com os agentes forçadores 
externos, hidrodinâmicos e físico-químicos tais como correntes, temperatura e 
salinidade diferentes entre os ambinetes marinhos testados. Os resultados reflectiram 
também a sensibilidade da actividade enzimática para locais sujeitos a maior 
intensidade de contaminação ambiental sendo maior a actividade da GST nesses locais, 
refletindo uma maior resposta por parte dos agentes destoxificativos (FITZPATRICK et 
al., 1995; LENARTOVA et al., 1997; MOREIRA & GUILHERMINO, 2005). 
 O presente estudo veio demonstrar que a espécie Anemonia sulcata apresentou 
resultados relevantes em relação à actividade enzimática das GSTs, o que é indicador da 
utilização desta espécie como ferramenta de detecção de contaminação ambiental. 
Estudos anteriores com Anemonia sulcata mostram que esta espécie possui mecanismos 
de acção e protecção ao ataque por predadores, pois já foram encontradas cinco 
diferentes toxinas: ATX I, II, III, IV e V, inibidores polivalentes da protease, um 
inibidor do elastase, dois polipeptideos depressivos da pressão sanguínea e muito 
recentemente os peptides que inibem o competidor 125I-dendrotoxina às membranas 
cerebrais e obstruem o os canais sensíveis de K+, em ratos (BERESS, 1982 ; 
SANCHEZ. et al., 1996 ; NOVAK & SKET, 1973).  
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 As diferenças espaciais observadas na actividade da GST refletem diferentes 
níveis de contaminação dos locais de amostragem, validando a associação da actividade 
desta enzima com níveis de poluíção. O local de Amostragem Norte (Viana do Castelo), 
em 2000 foi afectado severamente por um derramamento de óleo do Navio “Coral 
Bulker (Moreira et al.., 2004), situada na foz do rio Lima, e é sujeito continuamente à 
contaminação petroquímica com a actividade comercial e pesca de mexilhões (Lima et 
al., 2007). Esta área  apresentou os níveis intermediários em relação aos outros dois 
pontos (centro-Praia da Aguda e Sul-Sagres) na actividade das GST. Foi observada uma 
relação inversa, quanto a actividade de ChE e GST, resultado este também descrito por 
outros autores quer em estudos laboratoriais, quer em estudos de campo.  
 
CONCLUSÃO 
 Pode então concluir-se no presente estudo que a espécie Anemonia sulcata é 
uma ferramenta de estudos válida de avaliação de contaminação ambiental, uma vez que 
foram detectadas diferenças significativas de actividade da GST nos seus tecidos e 
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Figura 2. Áreas de amostragem da Costa Portuguesa (Norte- Praia de Viana do Castelo; 






















Figura 3. Parâmetros bioquímicos analisados em amostras de Anemonia sulcata 
coletadas de 3 áreas de amostragens ao longo da costa Portuguesa. São apresentados 
valores médios ± desvio padrão(n = 7) da actividade de GST (nmol min-1 mg-1proteina), 
Letras diferentes identificam diferenças significativas entre locais de amostragem, 
através do teste Tukey (honestly significant difference multiple-comparison test p ≤ 
0.05). Letras minúsculas indicaram diferenças nos tecidos do tentáculo (a,b,c) e letras 
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